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Fig．1．Che血cal　structures　of　four　curcuminoid　compounds　isolated
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Fig．2．Effbct　ofcurcuminoid　compounds　on　the　proliferation　ofColon
　26－L5cells．
　Colon26－L5cells（1x104cells／well）were　seeded　into　a96－well　plate
　inO．1％BSA－RPMI1640medium．After24hofincubation，vadous
　concentrations　of　four　curcuminoid　compounds（◆CA－1，■CA－2，
　▲CA－3，●CA－4）were　added　to　the　cultures　and　then　incubated　fbr
　an　additional24h．WST－1solution（10μVwell）was　added　to　each
wellandtheplatewasincubatedat37℃for4h．beforetemination
　ofthe　assay．Proliferation　was　assessed　by　measuring　absorbance　of
　the　culture　at450nm．The　data　are　expressed　as　mean±S．D．of
　thplicatewells．＊P＜0．01．
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Fig．3．Effect　of　curcuminoid　compounds　on　the　invasive　and　migrating　properties　of　Colon26－L5cells．
　Forthe　invasion　assay，Colon26－L5cells（2x105cells／chamber）were　seeded　onto　filters　pre－coated　with10μg　ofMatrigel　on　the　upper　surface　and
　2μg　offibronectin　on　the　lower　surface　in　Transwell　chambers　in　the　presence　and　absence　ofcurcuminoid　compounds（10μM）。After24h．ofin－
　cubation，the　number　of　cells　that　invaded　the　lower　s皿face　was　detemined　by　crystal　violet　staining　and　colorimetrically　assessed　by　measuring
　the　absorbance　at590nm．For　the　migration　assay，the　filters　were　not　coated　with　Matrigel．A，Four　curcu血noid　compounds　were　tested　by　the
　invasion　assay；B，Dose－response　of　CA－4was　detemlined　by　the　invasion　assayl　C，Dose－response　ofCA－4was　detem血ed　by　the　migration　assay．
　The　data　were　expressed　as　mean±S．D．of　four　repeat　chambers。＊p＜0。01，＊＊p＜0．05．
did　not　show　any　direct　cytotoxicity　against　tumor　cells
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　　　　The　effect　of　curcumin（CA－1）and　its　analogues
（CA－2，3，4）on　the　inhibition　of　invasion　of　colon26－L5
cells　through　Matrige1／fibronectin－and　nbronectin－
coated　filters　were　evaluated．Among　the　compounds，
CA－4at　the　non。cytotoxic　concentration　of10μM，sig－
nificantly　inhibited　the　invasion　of　colon26－L5cells　as
compared　with　the　control（Fig．3A，P＜0．01）．As　shown
in　Fig3B　and3C，CA－4inhibited　tumor　cell　invasion
and血gration　in　a　concentration－dependent　mamer。
Discussion
　　　　The　rhizomes　of　C麗κ珊2ααroηz碑cαSalisb．were
extracted　in　a　Soxhlet　apparatus　with　n－hexane，chloro－
fom　and　methanol　as　descdbed　in　the　expedment
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
section．The　chloroわm　extract丘om　rhizomes　of　C．
αro〃観∫cαwas　found　to　show　anti－prolifbrative　activity
against　KB　and　P388cells　at　IC50values　con℃sponding
to6．8and9．0μg／m1，respectively。The　fractionation　of
this　extr ct　by　repeated　silica　gel　column　c㎞omatogra－
phy　andrecrystallization　affordedfburmain　curcuminoid
constituents：curcu血n（CA－1），demethoxycurcu血n（CA－
2），5’一methoxycurcu血n　（CA－3）and　bisdemethoxy－
c皿cu血n（CA－4）（Fig．1）．CA－3has　been　found　in
C麗rc麗η2‘z　xαn診horrh’z‘z28）and　C．zε40‘zr如，29）but　this　is
the　first　report　to　describe　its　isolation　ffom　C．αro配傭cα．
　　　　W 　next　investigated　the　inhibitory　effbcts　of　CA
compounds　on　the　in　v伽oprolifbration，invasion　and　mi－
grationofmu血ecolon26－L5adenocarcinomacells，and
fbund　that　curcumin　and　its　analogues（CA－2and　CA－4）
significantly　showed　antiprohfbrative　activity　against
co on26－L5cells　atthe　concentrationof30μM（Fig．2）．
Moreover CA－4atthenon－cytbtoxicconcentrationof10
μM was　markedly　 ffbctive　at　inhibiting　the　tumor　cell
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invasion　among　the　compounds（Fig．3A）。CA4also　in－
hibited　the　migration　oftumor　cells　to　fibronectin－coated
substrates　as　well　as　tumor　mvaslon　m　a　concentratlon－
dependent　manner（Fig．3B　and3C）．
　　Taking　into　account　the　inhibitory　effect　ofCA－40n
the　invasion　assay　of　colon26－L5cells，we　suggest　that
the　anti－invasive　effect　of　the　curcuminoids　investigated
in　this　study　might　be　related　with　the　number　of　substi，
tuted　methoxyl　or　hydroxyl　groups　in　their　benzene
rings．The　greater　number　of　hydroxyl　substituents（as
seen　in　CA4）may　contribute　to　increase　this　effect，
while　the　greater　number　of　methoxyl　substituents（as
seen　in　CA－3）may　be　associated　with　a　decreased　effect．
It　seems　to　be　in　agreement　with　the　known　antitumor
and　antioxidant　effects　of　curcumin　that　are　mainly　due
tothepresenceofphenolicgmpsessentialforthefree
radical　scavenging　activity，but　that　are　decreased　with
the　presence　of　methoxyl　groups．28）Some　studies　on　the
stmcture－activity　relationships（SAR）of　curcuminoid
compounds　reported　that　the　presence　ofdiketone　moiety
relates　with　the　inhibitoly　effect　of　curcuminoids　on　the
proliferation　of　human　breast　cancer　cells，31）or　still　that
hydroxylgroupspresentato丘ho－positiononthearo－
matic　rings　ofc皿cumin　analogs　are　associated　with　their
inducing　activity　on　Phase2detoxification　enzymes．32）
To　further　establish　the　SAR　ofcompounds　CA－1，CA－2，
CA－3and　CA－4，the　synthesis　ofderivatives　compounds
is　cun’ently　under　consideration・
　　The　present　study　showed　that　CA．4had　inhibitory
effects　on　the　invasion　and　migration　of　colon26－L5
cells　without　affecting　cell　growth。Bisdemethoxycurcumin
（CA－4）isolated　from　C．αron襯’cαrhizomes　may　be
considered　as　an　inhibitor　for　tumor　invasion　and　useful
for　the　prevention　of　liver　metastasis　of　colon　cancer
without　causing　toxic　effects。
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和文抄録
　ショウガ科に属する0雄c砿mααromα乙‘cαSalisb．の根
茎のクロロホルム抽出エキスから，化学構造の明らかな
4種のクルクミンおよびその関連化合物：curcumin（CA－
1），d m thoxycurcumin（CA－2），5’一methoxycurcumin
（CA－3），bisdemethoxycurcumin（CA．4）を分離した。
これらの化合物を用いてマウス結腸癌細胞（colon26－
L5）に対する増殖，基底膜への浸潤，細胞運動に及ぼす
効果にっいて検討した。クルクミン（CA－1）とその関連
化合物（CA－2，3および4）は，細胞に対して傷害性を
示さない10μMの濃度において，マウス結腸癌細胞の
基底膜への浸潤を抑制した（それぞれ22．8，28．9，10．3お
よび62．0％の抑制率）。この癌細胞の運動能に対しても
同様の抑制効果が観察された。これらのクルクミン関連
化合物の中で，CA－4は強い抑制活性を持ち，癌細胞の
浸潤および運動能に対して濃度依存的な抑制効果を示し
た。このように，クルクミン関連化合物の芳香族環の
hydroxy1基およびmethoxy1基が癌細胞の浸潤活性の
発現と関係している可能性が示唆された。
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